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ВВЕДЕНИЕ. Генистеин (5,7-дигидрокси-3-(4-гидроксифенил)хромен-4-он) — поли-
фенольное соединение, обладающее выраженной антиоксидантной активностью 
и низкой токсичностью. Генистеин может быть применен для профилактики и ле-
чения радиационных поражений при химиолучевой терапии. Однако включение 
в терапевтические схемы в качестве противорадиационного средства возмож-
но только после его регистрации в качестве лекарственного средства. Для этого 
необходимо в том числе разработать методики оценки содержания генистеина, 
соответствующие фармакопейным требованиям к аналитическим методикам.
ЦЕЛЬ. Разработка методики идентификации и количественного определения 
потенциально активной фармацевтической субстанции генистеина методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Образцы фармацевтической субстанции генистеина, 
синтезированные в ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России, проанализированы 
с помощью системы высокоэффективной жидкостной хроматографии с диодно-
матричным детектированием (ВЭЖХ-ДМД) Prominence LC-20 Shimadzu. Темпера-
тура в отсеке для колонки — 40  °C, объем инжекции — 100 мкл, длина волны 
детекции — 261 нм, колонка Shimadzu C18 (4,6 мм×250 см, размер частиц 5 мкм).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Разработана методика качественного и количественного опре-
деления генистеина методом ВЭЖХ-ДМД, подвижная фаза ацетонитрил : вода 
очищенная (75:25 об.:об., скорость потока  — 0,7 мл/мин). Проведена оценка 
пригодности разработанной системы. Методика валидирована по показателям: 
специфичность, линейность (0,001–0,01%; r=0,997), правильность (RSD=1,26%), 
воспроизводимость (RSD=0,43%), внутридневная прецизионность (RSD<2%) 
и робастность.
ВЫВОДЫ. Разработанная методика качественного и количественного опреде-
ления генистеина методом ВЭЖХ-ДМД соответствует фармакопейным требо-
ваниям к аналитическим методикам и может быть предложена для включения 
в проект фармакопейной статьи «Генистеин».
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INTRODUCTION. Genistein (5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)chromene-4-on) is 
a low-toxic polyphenolic compound with significant antioxidant activity. Genistein 
in combination with chemoradiotherapy can prevent and reduce radiation damage. 
However, in order to be included in the prevention and treatment regimens of radi-
ation injuries, genistein should be authorised as a medicinal product. This warrants 
assessment methods of genistein content that would meet pharmacopoeial require-
ments for analytical methods.
AIM. This study aimed to develop a method of high performance liquid chromato-
graphy (HPLC) for identification and quantitation of the potential active pharma-
ceutical substance genistein.
MATERIALS AND METHODS. Samples of active pharmaceutical substance genistein 
were synthesised in St. Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University. 
All samples were analysed using Prominence LC-20 Shimadzu HPLC system with di-
ode array detection (Japan). The temperature in the column compartment was 40  °C, 
the injection volume 100 μL, the detection wavelength 261 nm. A Shimadzu C18 
column (4.6 mm×250 cm, 5 μm particle size) was selected for analysis.
RESULTS. A method was developed for identification and quantitation of a poten-
tially active pharmaceutical substance by HPLC with diode array detection using 
a mixture of acetonitrile and purified water (75:25 v.:v.) as a mobile phase. The flow 
rate was 0.7 mL/min and the column temperature 40  °C. Applicability of the de-
veloped system was evaluated. During optimisation of the conditions, the flow rate 
of the mobile phase was set to 0.7 mL/min. The suitability of the developed system 
was evaluated. The method was validated according to the following parameters: 
specificity, linearity (0.001–0.01%; r=0.997), correctness (RSD%=1.26), reproducibil-
ity (RSD%=0.43), intraday precision (RSD%<2), and robustness.
CONCLUSIONS. The developed method of genistein identification and quantitation 
by HPLC with diode array detection meets pharmacopoeial requirements for analyt-
ical methods and can be proposed for inclusion in the draft pharmacopoeial mono-
graph “Genistein”.
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ВВЕДЕНИЕ
В схемы лечения немелкоклеточного рака 
легких на поздних стадиях включают лу-
чевую терапию, применение которой часто 
сопряжено с развитием осложнений [1–3]. 
Существующие радиозащитные препараты ха-
рактеризуются высокой токсичностью с рис-
ком развития тяжелых нежелательных реак-
ций, коротким сроком фармакологического 
действия и недостаточной эффективностью. 
В связи с этим актуальной задачей радиобио-

логии является поиск новых биологически ак-
тивных молекул, обладающих радиопротек-
торными свойствами [4–9].

В патогенезе лучевой болезни важную роль 
играет состояние оксидативного стресса, так 
как воздействие ионизирующего излучения 
на организм приводит к снижению количе-
ства естественных антиоксидантов в тканях 
организма. В связи с этим для коррекции лу-
чевого синдрома могут быть использованы эк-
зогенные антиоксиданты [1, 9–10]. Генистеин 
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(5,7-дигидрокси-3-(4-гидроксифенил)хромен- 
4-он относится к группе полифенольных со-
единений, проявляющих выраженную антиок-
сидантную и радиопротекторную активность 
[11–13]. Основываясь на механизме действия 
[12], можно предположить, что генистеин сни-
жает экспрессию провоспалительных и профи-
бротических медиаторов, вызванных воздей-
ствием ионизирующего излучения. Результатом 
включения генистеина в схему радиотерапии 
может быть снижение частоты возникновения 
радиационно-индуцированного пневмонита 
и фиброза [12, 14].

Низкая растворимость генистеина в воде может 
быть одной из причин нелинейного фармакоки-
нетического поведения генистеина и объясняет, 
почему увеличение дозы не улучшает его био-
доступность за счет насыщения метаболических 
ферментов [15]. Для решения проблем, обуслов-
ленных низкой растворимостью действующего 
вещества, гидрофобные лекарственные средства 
могут производиться в виде дисперсии аморфных 
твердых веществ в матрице-носителе. Такой под-
ход повышает растворимость лекарственного пре-
парата в физиологических средах за счет разру-
шения кристаллической решетки и минимизации 
энергии, необходимой для его растворения [16].

Для включения генистеина в схемы профи-
лактики и лечения радиационных поражений 
необходимо разработать проект фармакопей-
ной статьи «Генистеин», содержащий перечень 
показателей качества и нормируемых значений, 
что обеспечит соответствующий уровень оценки 
качества данной фармацевтической субстанции.

В Санкт-Петербургском государственном хи-
мико-фармацевтическом университете (ФГБОУ 
ВО СПХФУ Минздрава России) была разрабо-
тана схема синтеза генистеина, позволяющая 
получать достаточно большое количество суб-
станции [17], а также методики фармакопейно-
го анализа для оценки подлинности и количе-
ственного содержания потенциально активной 
фармацевтической субстанции генистеина [18, 
19]. Для количественного определения гени-
стеина была предложена методика неводного 
титрования в среде диметилформамида с по-
тенциометрическим контролем конечной точки 
титрования [19]. Однако неводное титрование 
не обеспечивает достаточную специфичность 
при количественной оценке активных фарма-
цевтических субстанций в многокомпонент-
ных смесях (например, в твердых дисперсиях). 
Для дальнейших контролируемых исследований 
по введению генистеина в состав таких смесей 

необходима разработка более специфичной ме-
тодики количественного определения генистеи-
на, обеспечивающей селективность анализа.

В литературе представлено большое количество 
методик высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с диодно-матричным детектирова-
нием (ВЭЖХ–ДМД) для идентификации и коли-
чественного определения генистеина в составе 
растительных экстрактов (см., например, [20–22]).  
Описанные условия хроматографирования 
[20–22] позволяют разделять компоненты сме-
си и проводить одновременное детектирование 
компонентов во всем спектральном диапазоне, 
что увеличивает длительность анализа (~1 ч). 
Разработка экспрессной методики ВЭЖХ-ДМД 
для анализа генистеина позволит автоматизиро-
вать рутинный контроль качества и обеспечить 
высокую точность, селективность и высокую 
скорость исследования.

Цель работы — разработка методики идентифи-
кации и количественного определения потенци-
ально активной фармацевтической субстанции 
генистеина методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Оборудование
Исследование проводилось с помощью систе-
мы ВЭЖХ Prominence LC-20 Shimadzu (Япония) 
c детектором ультрафиолетового и видимого 
света. Температура в отсеке для колонки со-
ставляла 40  °C, объем инжекции 100 мкл, длина 
волны детекции 261 нм, колонка Shimadzu C18 
(4,6 мм×250 см, размер частиц 5 мкм).

Материалы
Реактивы, использованные в исследовании: 
вода очищенная, деионизированная, ацето-
нитрил (HPLC-gradient grade, J.T. Baker), кис-
лота муравьиная 98,0–100% (Acros Organics, 
кат. № AC27048-0010). Генистеин был синте-
зирован на базе НОЦ ХТОС ФГБОУ ВО СПХФУ 
по «дезоксибензоиновой схеме» с исполь-
зованием в качестве циклизующего агента 
смешанного муравьино-уксусного ангидри-
да [17]. В качестве стандартного образца ис-
пользовали дважды перекристаллизованную 
из спирта этилового субстанцию, на хромато-
грамме ВЭЖХ-МС/МС которой отсутствовали 
сигналы, не относящиеся к молекуле генистеи-
на. Подтверждение структуры субстанции гени-
стеина проводили с применением методов ИК-, 
ЯМР-спектрометрии. Субстанция была оцене-
на по показателям «Подлинность», «Чистота», 
«Количественное определение».
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Методы
Методика приготовления 0,005% стандартно-
го и рабочего растворов генистеина: ~0,0250 г 
(точная навеска) субстанции помещали в мер-
ную колбу вместимостью 25 мл, объем раствора 
доводили до метки ацетонитрилом. Растворяли 
на ультразвуковой бане Stegler 3DT 10 мин 
при температуре 25  °C, 0,5 мл полученного 
раствора переносили в мерную колбу вместимо-
стью 10 мл, объем раствора доводили до метки 
тем же растворителем, перемешивали.

Для приготовления подвижной фазы в мерной 
колбе вместимостью 1000 мл смешивали 750 мл 
ацетонитрила с 250 мл воды деионизированной 
(75:25 об.:об.). Подвижные фазы с другим соот-
ношением компонентов готовили аналогично. 
Далее полученную смесь фильтровали с по-
мощью установки для вакуумной фильтрации 
LabTech VP30.

Разработанная методика ВЭЖХ-ДМД для иден-
тификации и количественного определения ге-
нистеина была валидирована по параметрам: 
специфичность, линейность, точность, преци-
зионность, правильность и устойчивость в соот-
ветствии с нормативными документами1.

Подтверждение специфичности валидируемой 
методики ВЭЖХ-ДМД для оценки генистеина 
по показателю «Подлинность» проводили путем 
регистрации хроматограмм: 0,005% стандарт-
ного раствора генистеина и 0,005% рабочего 
раствора генистеина. Специфичность методики 
ВЭЖХ-ДМД для оценки генистеина по показа-
телю «Количественное определение» подтвер-
ждалась дополнительно путем регистрации 
хроматограммы холостого раствора и сравне-
ния с хроматограммой 0,005% стандартного 
раствора генистеина.

Для определения линейности путем последова-
тельного разведения были приготовлены пять 
стандартных растворов с различными концен-
трациями в диапазоне 20–150% от концентрации 
рабочего раствора генистеина.  Концентрацию 
генистеина рассчитывали по градуировочному 
графику с помощью Microsoft Office Excel 2010.

Правильность методики оценивали путем срав-
нения открываемости при 80, 100 и 120% содер-
жания генистеина от концентрации рабочего 
раствора (в трехкратной повторности на каждом 

уровне). Также рассчитывали относительное 
стандартное отклонение (%RSD).

Для оценки внутридневной прецизионно-
сти в один и тот же день был проведен анализ 
для трех уровней концентрации генистеина (80, 
100, 120% от концентрации рабочего раствора) 
по три повторения (n=3), для оценки межднев-
ной точности образцы анализировали аналогич-
но в течение трех дней подряд. В ходе анализа 
регистрировали площадь пика с последующим 
расчетом %RSD.

Для демонстрации стабильности методики были 
целенаправленно изменены параметры хро-
матографической системы, в том числе состав 
подвижной фазы (содержание ацетонитрила 
±10%), температура колонки (±3  °С (37 и 43  °С)), 
скорость потока (±10% (0,6 и 0,8 мл/мин)), длина 
волны детекции (±2 нм (259, 263 нм)).

Полученные экспериментальные данные обра-
батывали согласно требованиям Государствен
ной фармакопеи Российской Федерации2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно данным литературы для идентифика-
ции, разделения и определения флавоноидов 
применяют обращенно-фазовый вариант ВЭЖХ 
[20–22]. В качестве коммерчески доступных 
неподвижных фаз чаще всего используют си-
ликагели с привитыми алкильными радикалами, 
как правило, С18. Колонка C18 менее поляр-
на, чем другие применяемые в ВЭЖХ колонки 
(например, С4 и С8), ее рекомендуется исполь-
зовать для разделения полярных и неполярных 
соединений, ускорения элюирования послед-
них.  Авторы [20–22] в качестве неполярной 
фазы рекомендуют использовать ацетонитрил, 
в качестве полярной фазы  — воду очищен-
ную или 0,1% раствор муравьиной кислоты. 
Выбранная для детектирования длина волны 
поглощения 261±2 нм соответствует максимуму 
поглощения генистеина [23, 24]. Изократический 
режим подачи элюента был выбран из-за про-
стоты применения, а также достаточной селек-
тивности и эффективности разделения.

Для повышения эффективности и улучшения 
хроматографических характеристик пика были 
оптимизированы содержание органического 
растворителя (ацетонитрила) в подвижной фазе 
и скорость потока (рис. 1, табл. 1); установлены 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/phase-composition
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оптимальные условия хроматографирования: 
подвижная фаза  — ацетонитрил  :  вода деио-
низированная (75:25 об.:об.), скорость потока 

0,7 мл/мин, температура 40  °С. Уменьшение рН 
(введение в раствор муравьиной кислоты) прак-
тически не повлияло на вид хроматограммы.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Хроматограммы 0,005% раствора генистеина при различном соотношении и составе подвижных фаз (табл. 1)

Fig. 1. Chromatograms of 0.005% genistein solution, with changing ratio and composition of the mobile phases (Table 1)

Таблица 1. Условия хроматографирования 0,005% раствора генистеина при оптимизации хроматографической системы

Table 1. Chromatographic conditions of 0.005% genistein solution during optimisation of the chromatographic system

№ Состав подвижной фазы
Mobile phase composition

Скорость 
потока, мл/мин

Flow rate,  
mL/min

Время 
удерживания 

генистеина, tR, мин
Genistein retention 

time, tR, min

Фактор асимметрии 
пика, AS

Tailing factor of 
chromatographic 

peak, AS

Число 
теоретических 

тарелок
Number of 

plates

1 Ацетонитрил : вода 
деионизированная 70:30 об.:об.
Acetonitrile : deionised water 70:30 v.:v. 

0,7 ~4,7 1,08 2966

2 Ацетонитрил : вода 
деионизированная 70:30 об.:об.
Acetonitrile : deionised water 70:30 v.:v. 

0,8 ~4,1 1,09 2262

3 Ацетонитрил : вода 
деионизированная 70:30 об.:об.
Acetonitrile : deionised water, 70:30 v.:v. 

1,0 ~3,2 1,45 1681

4 Ацетонитрил : вода 
деионизированная 75:25 об.:об.
Acetonitrile : deionised water, 70:30 v.:v. 

0,7 ~4,4 1,02 6664

5 Ацетонитрил : 0,1% раствор 
муравьиной кислоты 50:50 об.:об.
Acetonitrile : 0.1% formic acid solution, 
50:50 v.:v.

1,0 ~5,2 1,50 2114

6 Ацетонитрил : 0,1% раствор 
муравьиной кислоты 70:30 об.:об.
Acetonitrile : 0.1% formic acid solution, 
70:30 v.:v.

1 ~3,2 1,51 1434

7 Ацетонитрил : 0,1% раствор 
муравьиной кислоты 70:30 об.:об.
Acetonitrile : 0.1% formic acid solution, 
70:30 v.:v.

0,8 ~4,1 1,13 1976

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own datа
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Контроль пригодности хроматографической си-
стемы проводили путем оценки относительного 
стандартного отклонения времени удерживания 
(%RSD=0,013), относительного стандартного 
отклонения площади пика (%RSD=0,001), числа 
теоретических тарелок (ЧТТ=6664) и фактора 
асимметрии (AS=1,01). По результатам контроля 
хроматографическая система считается пригод-
ной для анализа, так как все оцениваемые пока-
затели соответствуют критериям приемлемости3.

Критерий приемлемости при оценке специфич-
ности методики для испытания «Подлинность» — 
равенство времен удерживания генистеина 
при анализе стандартного и испытуемого образ-
цов (~4,4 мин) — соблюдается (рис. 2). На хрома-
тограмме холостого раствора отсутствуют по-
сторонние пики в сравнении с хроматограммой 
раствора стандартного образца генистеина, 
что позволяет утверждать, что разработанная ме-
тодика является специфичной. Методика валидна 
по показателю линейность в диапазоне концен-
траций генистеина 0,001–0,01%, коэффициент 
корреляции уравнения регрессии зависимости 
хроматографического пика от концентрации ге-
нистеина r=0,997 отвечает условию |r|>0,994.

Для оценки правильности методики были рас-
считаны среднее значение открываемости и от-
носительное стандартное отклонение для каж-
дого уровня концентрации (табл. 2 «Результаты 
оценки правильности ВЭЖХ-методики иденти-
фикации и количественной оценки субстанции 

генистеина». Опубликована на сайте жур-
нала5). Полученные данные свидетельству-
ют о том, что данная методика соответствует 
фармакопейным требованиям6 по показателю 
«Правильность».

Повторяемость была оценена на одном уров-
не концентрации генистеина (0,05 мг/мл) 
в 6 повторностях (табл. 3 «Результаты оценки 
повторяемости ВЭЖХ-методики идентификации 
и количественной оценки субстанции генистеина». 
Опубликована на сайте журнала7). Относительное 
стандартное отклонение (%RSD) количественно-
го определения составляет 0,43, что удовлетво-
ряет фармакопейным требованиям (%RSD<1)8.

Для оценки прецизионности методики 
ВЭЖХ-ДМД были рассчитаны относитель-
ные стандартные отклонения площади пика 
при междневном (0,33–0,67) и внутридневном 
(0,57–0,87) анализе, что удовлетворяет критери-
ям приемлемости <2%9 и свидетельствует о ва-
лидности по показателю «Прецизионность».

Результаты оценки устойчивости разрабо-
танной методики ВЭЖХ-ДМД представлены 
в таблице 4 «Результаты оценки робастности 
ВЭЖХ-методики идентификации и количествен-
ной оценки субстанции генистеина» (опублико-
вана на сайте журнала10). Время удерживания, 
фактор асимметрии и эффективность оставались 
стабильными при всех измененных условиях 
проведения анализа, следовательно, валидиру-
емая методика ВЭЖХ-ДМД является робастной.

3	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
4	 Там же.
5	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-15-6-664-671-annex
6	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023. 
7	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-15-6-664-671-annex
8	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
9	 Там же. 
10	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-15-6-664-671-annex

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Хроматограмма 0,005% раствора генистеина

Fig. 2. Chromatogram of 0.005% genistein solution
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенного исследования была разрабо-
тана, оптимизирована и валидирована методика 
идентификации и количественного определения 
потенциально активной субстанции генистеина 
методом ВЭЖХ-ДМД. Установлено, что разрабо-
танная методика соответствует критериям при-
емлемости по показателям: специфичность, ли-
нейность (в диапазоне концентраций генистеина 
0,001–0,01%), правильность, воспроизводимость, 
прецизионность, робастность.

Данная методика предназначена для иденти-
фикации и количественного определения ге-
нистеина и будет предложена для включения 
в проект фармакопейной статьи «Генистеин». 
Методика также может быть примени-
ма для анализа генистеина при разработке 
технологии получения его растворимых 
форм, при проведении теста «Растворение» 
и исследований сравнительной кинетики 
растворения растворимых лекарственных форм  
препарата.
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